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Objetivo: Determinar o protocolo mais eficaz para a remoção de resíduos e revelação da 
microestrutura do esmalte em dentes definitivos com hipomineralização incisivo-molar 
(HIM) para observação através de microscopia eletrónica de varrimento (SEM). 
Materiais e métodos: Estudo experimental in vitro, consistindo na aplicação de dois 
protocolos de remoção de resíduos e revelação dos prismas de esmalte de dentes 
definitivos hígidos (controlo) e dentes definitivos com HIM para observação em SEM. 
Foram aleatoriamente distribuídos oito espécimes de dentes definitivos por dois grupos 
(A e B), cada um contendo dois espécimes de dentes hígidos e dois espécimes de dentes 
com HIM. Estes foram submetidos a profilaxia com escova de polimento e pedra-pomes 
e banho de ultrassons com etanol a 100%. O grupo A foi submetido ao protocolo A, no 
qual foram aplicados 2mL de hipoclorito de sódio 5,25% durante 60 segundos como 
substância desproteinizante e 2mL de ácido fosfórico 10% durante 30 segundos como 
substância desmineralizante. O grupo B foi submetido ao protocolo B, que diferiu do 
anterior apenas no tempo de aplicação de ácido fosfórico (20 segundos). Foram obtidas e 
analisadas microfotografias de SEM dos espécimes. 
Resultados: O protocolo B removeu a maioria dos resíduos, permitindo a observação da 
microestrutura do esmalte, sem degradação da mesma. O protocolo A originou resultados 
semelhantes, contudo, com menor preservação do esmalte. A superfície do esmalte 
afetado por HIM apresentou-se morfologicamente irregular e menos mineralizada. 
Conclusões: O protocolo B, através da aplicação de 2mL de hipoclorito de sódio 5,25% 
durante 60 segundos e de 2mL de ácido fosfórico 10% durante 20 segundos, revelou-se 
indicado para a remoção de resíduos e revelação da microestrutura do esmalte sem a sua 
degradação para observação em SEM. 
 
Palavras-chave: Esmalte; hipomineralização incisivo-molar; HIM; microscopia 
eletrónica de varrimento; SEM; desmineralizante; desproteinizante; ácido fosfórico; 











Objective: To determine the most effective protocol for removal of residues and exposure 
of enamel microstructure in permanent teeth affected by molar-incisor 
hypomineralization (MIH) for observation by scanning electron microscope (SEM). 
Materials and methods: Experimental in vitro study, consisting on the application of 
two protocols for removal of residues and exposure of enamel prisms in healthy 
permanent teeth (control) and MIH affected permanent teeth for SEM observation. Eight 
specimens of permanent teeth were randomly distributed by two groups (A and B), each 
one containing two specimens of healthy teeth and two specimens of MIH affected teeth. 
These were subjected to pumice prophylaxis with a polishing brush and ultrasound 
cleaning with 100% ethanol. Group A was subjected to protocol A, in which 2mL of 
5,25% sodium hypochlorite were applied for 60 seconds as the deproteinizing substance 
and 2mL of 10% phosphoric acid for 30 seconds as the demineralizing substance. Group 
B was subjected to protocol B, which differed from the previous solely in the phosphoric 
acid application time (20 seconds). SEM microphotographs of the specimens were 
obtained and analyzed. 
Results: Protocol B led to the removal of the majority of residues, allowing the 
observation of enamel microstructure, without causing its degradation. Protocol A led to 
similar results, however, with less enamel preservation. The surface of MIH affected 
enamel was morphologically irregular and less mineralized. 
Conclusions: Protocol B, through the application of 2mL of 5,25% sodium hypochlorite 
for 60 seconds and 2mL of 10% phosphoric acid for 20 seconds, has revealed to be more 
suitable for the removal of residues and exposure with preservation of enamel 
microstructure. 
 
Key-words: Enamel; molar-incisor hypomineralization; MIH; scanning electron 
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1. Estrutura dentária hígida 
A estrutura de um dente são é constituída por três tecidos mineralizados: 
cemento, dentina e esmalte (Bartlett, 2013). O cemento reveste toda a raiz do dente e 
contribui para a sua ancoragem através da continuidade entre as suas fibras de colagénio 
e as fibras principais do ligamento periodontal (Bartlett, 2013). A dentina corresponde 
ao principal constituinte do dente em peso e volume (Ivancik & Arola, 2013). É 
composta por uma rede de túbulos, os quais se encontram envolvidos pela dentina 
peritubular (hipermineralizada, sem colagénio) e entre os quais se apresenta a dentina 
intertubular (matriz de fibrilhas de colagénio tipo I reforçada por nanocristais de 
hidroxiapatite) (Ivancik & Arola, 2013; Vennat et al., 2017). Menos densa que o 
esmalte (cerca de 60% de volume mineral), confere flexibilidade ao dente, prevenindo a 
fratura do esmalte friável sobrejacente (Bartlett, 2013; Bar-On & Wagner, 2012). 
O esmalte, tecido que reveste a coroa do dente, é constituído por cerca de 12% 
de água, 2% de matéria orgânica e 86% de matéria inorgânica (Bartlett, 2013; Rensburg, 
1995; Schroeder, 1991). O componente inorgânico consiste quase exclusivamente em 
cristais de hidroxiapatite (Ca10(PO4)6(OH)2), apresentando a seguinte composição: 
55,5% PO4, 37% Ca, 3,5% CO3, 0,5% Na e 0,5% Mg (Rensburg, 1995). Estes podem 
converter-se em fluoroapatite ao sofrerem a substituição dos iões hidroxilo por iões de 
flúor, a qual apresenta uma menor solubilidade em meio ácido e, portanto, uma maior 
resistência à cárie (Rensburg, 1995). A unidade básica do esmalte é o prisma de 
esmalte, o qual resulta da organização dos cristais de hidroxiapatite em feixes de, 
aproximadamente, 1000 cristais (Rensburg, 1995; Robinson et al., 2000). Os prismas de 
esmalte estendem-se desde a junção amelo-dentinária (onde apresentam cerca de 3µm 
de largura) até à superfície (com 6µm de largura) (Rensburg, 1995). A área que 
circunda os prismas é denominada região interprismática, na qual os cristais apresentam 
uma orientação diferente da dos prismas (Cate, 1998). O limite entre os cristais do 
prisma e a região interprismática é conhecido por bainha do prisma, contudo, esta é 
inexistente na porção cervical, havendo uma confluência dos cristais (Cate, 1998). Em 
corte transversal, os prismas apresentam uma aparência de “buraco de fechadura” ou 
“escama de peixe”, com uma extremidade redonda (direcionada para a cúspide/bordo 
incisal), tipicamente designada por “cabeça” e outra estreita (direcionada para cervical), 
designada por “cauda” (Rensburg, 1995). Os cristais de hidroxiapatite, por sua vez, 
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apresentam-se paralelos ao longo eixo dos prismas na “cabeça” e perpendiculares na 
“cauda” (Rensburg, 1995). A matéria orgânica apresenta-se distribuída entre os cristais 
de hidroxiapatite, consistindo, maioritariamente, em proteínas insolúveis e pequenas 
quantidades de hidratos de carbono e lípidos (Rensburg, 1995; Schroeder, 1991). As 
proteínas do esmalte imaturo são, predominantemente, amelogeninas, as quais se 
caracterizam pela presença de prolina, leucina, histidina e ácido glutâmico (Rensburg, 
1995; Schroeder, 1991). Já o esmalte maturo é composto, maioritariamente, por 
enamelinas, contendo menores quantidades de prolina, ácido glutâmico e histidina e 
maiores quantidades de glicina (Rensburg, 1995; Schroeder, 1991). 
O esmalte é o tecido mais mineralizado e duro do corpo humano, conferindo 
proteção ao dente contra a agressão mecânica durante a mastigação (Schroeder, 1991; 
Xie et al., 2008).  
2. Hipomineralização Incisivo-Molar 
Segundo Weerheijm et al. (2001), a hipomineralização de incisivos-molares 
(HIM) define-se como uma hipomineralização de origem sistémica que afeta um ou 
mais molares permanentes e que está frequentemente associada a alterações dos 
incisivos permanentes. A sua prevalência mundial varia entre 2,4% e 40%, contudo 
depende do país e do ano de nascimento (Fragelli et al., 2015; Weerheijmk, 2003(a)).  
Dados apontam para que a HIM seja de etiologia multifatorial, envolvendo, 
possivelmente, fatores sistémicos, genéticos e ambientais com efeito sobre a 
amelogénese (Condò et al., 2012; Lygidakis et al., 2010; Garg et al., 2012; 
Weerheijmk, 2003(a)). Este é um processo sensível que ocorre em duas fases: uma fase 
secretória, na qual ocorre a secreção e a deposição do esmalte parcialmente 
mineralizado em toda a sua espessura; e uma fase de maturação, onde se dá a remoção 
de matéria orgânica e água do esmalte, de modo a permitir o influxo de mineral 
(Weerheijmk, 2003(a)). A existência de primeiros molares permanentes (PMP) afetados 
em conjunto com incisivos permanentes afetados sugere que a HIM resultará de fatores 
com efeito específico sobre a amelogénese durante um período limitado de tempo 
(Weerheijmk, 2003(a)). De referir que a amelogénese dos PMP se inicia entre a 28a 
semana in utero e os primeiros 10 dias de vida (Lygidakis et al., 2008). Os 
ameloblastos, por sua vez, são das células mais sensíveis do corpo humano (Lygidakis 
et al., 2008). Se a sua função é interrompida temporária ou permanentemente, pode 
originar-se uma hipoplasia ou hipomineralização e tal dependerá do momento da 
ocorrência (Lygidakis et al., 2008). Assim, a etiologia da HIM pode estar associada a 
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complicações pré-natais, peri-natais, ou pós natais (Condò et al., 2012). Alguns 
exemplos são a hipocalcémia materna, uso de medicação espasmolítica durante a 
gravidez, parto prematuro, problemas respiratórios no recém-nascido (relacionados com 
níveis baixos de oxigénio), ou presença de dioxinas no leite materno (Condò et al., 
2012; Garg et al., 2012; Weerheijmk, 2003(a)). 
Clinicamente, o esmalte dos dentes afetados, de espessura normal, apresenta 
opacidades demarcadas de cor branca, amarela ou castanha, com aparência macia e 
porosa semelhante a giz ou queijo (Weerheijmk, 2003(a); Weerheijmk, 2003(b)). A sua 
elevada porosidade pode conduzir à fratura do esmalte imediatamente após a erupção 
dentária como resultado das forças mastigatórias, expondo a dentina e facilitando o 
desenvolvimento de lesões de cárie dentária (Fragelli et al., 2015; Weerheijmk, 
2003(a)). A fratura de esmalte pós-eruptiva (FEPE) pode ocorrer tão rapidamente que 
aparente não ter havido formação de esmalte, podendo conferir, assim, um quadro 
clinicamente semelhante a hipoplasia de esmalte (Allazzam et al., 2014). Contudo, nesta 
condição, o esmalte circundante apresenta margens lisas, enquanto na HIM estas se 
apresentam irregulares (Allazzam et al., 2014). A expressão das lesões ocorre de modo 
assimétrico, podendo haver coexistência de diferentes graus de severidade no mesmo 
indivíduo (Weerheijmk, 2003(a)). Contudo, quando um defeito severo está presente 
num molar, é altamente provável que o dente contralateral também esteja afetado 
(Weerheijmk, 2003(a)). Quanto maior o número de molares afetados, maior a 
probabilidade de existirem incisivos afetados (Weerheijmk, 2003(a); Allazzam et al., 
2014). 
Perante as características apresentadas, foram desenvolvidos os seguintes 
critérios de diagnóstico de HIM: (a) presença de opacidade demarcada; (b) presença de 
FEPE; (c) presença de restaurações atípicas (abrangem as faces vestibular ou 
lingual/palatina) (Weerheijmk, 2003(b)). A HIM pode classificar-se quanto à severidade 
como ligeira, moderada ou severa (Lygidakis, 2010). O tipo ligeiro caracteriza-se por 
opacidades demarcadas nas zonas de maior tensão mecânica dos PMP, sem perda de 
esmalte nas opacidades, ausência de hipersensibilidade ou lesões de cárie associadas às 
áreas afetadas, podendo haver envolvimento ligeiro dos incisivos permanentes 
(Lygidakis, 2010). O tipo moderado está associado a restaurações atípicas intactas, 
presença de opacidades demarcadas sem FEPE, ausência de hipersensibilidade e 
existência de preocupações estéticas (Lygidakis, 2010). O tipo severo é descrito pela 
presença de FEPE, história de hipersensibilidade dentária, lesões de cárie associadas ao 
4 
 
esmalte afetado, restaurações atípicas insatisfatórias e preocupações estéticas ao nível 
dos incisivos (Lygidakis, 2010). Segundo o mesmo autor, pode ser agrupada como 
ligeira ou severa, de modo a facilitar o registo pelo clínico. 
Os dentes com HIM tendem a gerar desconforto na criança devido à elevada 
sensibilidade dentária (Weerheijmk, 2003(a)). Esta pode manifestar-se perante 
estímulos térmicos e mecânicos como a ingestão de alimentos quentes ou frios, 
inspiração de ar frio ou escovagem dentária (Oyedele et al., 2016; Weerheijmk, 
2003(a)). Consequentemente, a criança apresenta uma tendência para evitar a 
escovagem dos dentes afetados, o que agrava o risco de desenvolvimento de lesões de 
cárie já por si elevado (Oyedele TA, 2016; Weerheijmk, 2003(a)). A HIM acarreta, 
ainda, implicações para o médico dentista e para os tratamentos dentários, 
nomeadamente, a dificuldade em obter uma anestesia adequada dos dentes afetados, 
provavelmente, devido à inflamação subclínica da polpa consequente à elevada 
porosidade do esmalte (Allazzam et al., 2014). As características morfológicas do 
esmalte alterado levam, ainda, a uma reduzida adesão aos materiais restauradores, o que 
condiciona o seu frequente insucesso e tratamentos repetitivos (Allazzam et al., 2014). 
É também difícil prever os locais de fratura do esmalte hipomineralizado aparentemente 
são (Weerheijmk, 2003(a)). Como consequência das complicações associadas à HIM, as 
crianças com dentes afetados podem apresentar-se mais receosas e pouco cooperantes 
(Allazzam et al., 2014). 
3. Microscopia Eletrónica de Varrimento 
O microscópio eletrónico de varrimento (SEM) é um dos instrumentos mais 
versáteis disponíveis para análise de microestrutura e composição química. (Zhou & 
Wang, 2007) A produção de imagem ocorre graças à emissão de um feixe de eletrões 
sobre a amostra, o qual efetua um varrimento sistemático da mesma, produzindo 
inúmeros sinais que são, posteriormente, convertidos em sinais visuais (Zhou & Wang, 
2007). A observação de amostras de nanomateriais não-condutores, como é o caso dos 
nanomateriais bioorgânicos, requer um revestimento metálico, de modo a permitir a 
interação com o feixe de eletrões. (Zhou & Wang, 2007) 
O desenvolvimento de um protocolo para remoção de resíduos e revelação da 
microestrutura do esmalte em SEM revela-se pertinente, de modo a permitir a 
uniformização e reprodutibilidade de procedimentos para obtenção e análise de 
imagens. Deve garantir a observação de imagens nítidas, sendo potencialmente útil para 
o estudo de defeitos de desenvolvimento do esmalte, como é o caso da HIM. O estudo 
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desta condição é fundamental para que seja possível alcançar soluções que permitam 
ultrapassar as dificuldades que esta patologia acarreta, nomeadamente, a 








O presente estudo tem por objetivo a determinação do protocolo mais eficaz para 
a remoção de resíduos e revelação da microestrutura do esmalte em dentes definitivos 





III. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
1. Tipo de estudo 
Estudo experimental in vitro, consistindo na aplicação de dois protocolos de 
remoção de resíduos e revelação dos prismas de esmalte de dentes definitivos hígidos 
(grupo de controlo) e dentes definitivos com HIM para observação em SEM.  
 
2. Preparação dos dentes 
1) Realizou-se profilaxia com uma escova de polimento em baixa rotação com 
pedra-pomes (0,04 mg de pedra-pomes:0,8mL de água) durante 60 segundos (Fig.1). 
2) De seguida, lavou-se abundantemente cada dente com água destilada durante 
60 segundos (Fig.2). 
 
  
Fig. 1 – Profilaxia com escova de polimento e 
pedra-pomes 
Fig. 2 – Lavagem com água destilada 
 
3) Submeteu-se cada dente a um banho de ultrassons em etanol 100% durante 60 
segundos com recurso ao aparelho de banho de limpeza ultrassónico Bransonic® 




Fig. 3 – Banho de ultrassons em etanol 100%  
 
4) Colaram-se os dentes em suportes acrílicos, paralelamente ao seu longo eixo, 
com recurso a uma pistola de cola quente (Figs.4 e 5). 
 
  
Fig.4 – Aplicação de cola quente no suporte 
acrílico 
Fig. 5 – Dente aderido com cola ao suporte 
acrílico 
 
5) Realizaram-se cortes ao nível da junção amelo-cementária, paralelamente às 
superfícies oclusais dos dentes, a fim de remover as raízes. Recorreu-se a um disco 
diamantado (Lapcraft DIA Laser Blade, 4’’x0.012’’x1, USA; nº de série 204007), num 
micrótomo de tecidos duros (IsometTM 1000 Precision Saw, Buehler Ltd., nº de série 
666-1PS-03318, Lake Bluff, IL, USA) à velocidade de 400rpm e sob refrigeração (Figs. 





Fig.6 – Disco diamantado Fig. 7 – Micrótomo de tecidos duros 
 
  
Fig. 8 – Corte para remoção da raiz Fig. 9 – Dente após o corte, apresentando a 
coroa e a raiz separadas 
 
6) Colaram-se as coroas das peças dentárias em suportes acrílicos, 
perpendicularmente ao seu eixo, com uma pistola de cola quente (Fig. 10). 
 
 




7) Nos dentes hígidos realizaram-se cortes, perpendicularmente às superfícies 
oclusais, nos sentidos vestíbulo-lingual ou vestíbulo-palatino, a fim de obter um 
fragmento contendo a face mesial e outro fragmento contendo a face distal (Fig.12). 
Nos dentes com HIM, realizaram-se cortes, perpendicularmente às superfícies oclusais, 
a fim de obter duas faces com lesões de HIM por cada peça dentária (Fig.11). Recorreu-
se ao disco diamantado e ao micrótomo de tecidos duros utilizados previamente. 
 
  
Fig. 11 – Corte de coroa de dente com HIM 
para aproveitamento da face mesial, que 
continha uma opacidade 
Fig. 12 – Dente hígido após corte no sentido 
vestíbulo-palatino, apresentando as faces 
mesial e distal separadas  
 
3. Distribuição dos espécimes pelos grupos 
Após a realização dos cortes, obtiveram-se oito espécimes, sendo quatro de 
dentes definitivos hígidos (grupo de controlo) e quatro de dentes definitivos com HIM. 
Assim, foi realizada a distribuição aleatória dos mesmos por dois grupos, cada um 
contendo dois espécimes de dentes hígidos e dois espécimes de dentes com HIM, 
catalogados do seguinte modo: 
Grupo A 
 
A1; A2 (hígidos) 




B1; B2 (hígidos) 
B3; B4 (HIM) 
 
4. Preparação dos espécimes de acordo com os protocolos 
Pretende-se que os protocolos removam os resíduos existentes na superfície do 




Protocolo A – Grupo A: 
1) Condicionamento das superfícies de esmalte de cada espécime com 2mL 
de hipoclorito de sódio 5,25% com pipeta milimétrica durante 60 segundos. 
2) Lavagem com água destilada durante 10 segundos. 
3) Banho de ultrassons em etanol 100% durante 60 segundos. 
4) Lavagem com água destilada durante 5 segundos. 
5) Secagem com seringa de ar durante 10 segundos. 
6) Condicionamento das superfícies de esmalte de cada espécime com 2mL 
de ácido fosfórico 10% com pipeta milimétrica durante 30 segundos. 
7) Lavagem com água destilada durante 10 segundos. 
8) Banho de ultrassons em etanol 100% durante 60 segundos. 
9) Lavagem com água destilada durante 5 segundos. 
10) Secagem com seringa de ar durante 10 segundos. 
 
Protocolo B – Grupo B: 
1) Condicionamento das superfícies de esmalte de cada espécime com 2mL 
de hipoclorito de sódio 5,25% com pipeta milimétrica durante 60 segundos. 
2) Lavagem com água destilada durante 10 segundos. 
3) Banho de ultrassons em etanol 100% durante 60 segundos. 
4) Lavagem com água destilada durante 5 segundos. 
5) Secagem com seringa de ar durante 10 segundos. 
6) Condicionamento das superfícies de esmalte de cada espécime com 2mL 
de ácido fosfórico 10% com pipeta milimétrica durante 20 segundos. 
7) Lavagem com água destilada durante 10 segundos. 
8) Banho de ultrassons em etanol 100% durante 60 segundos. 
9) Lavagem com água destilada durante 5 segundos. 
10) Secagem com seringa de ar durante 10 segundos. 
 
 
5. Preparação dos espécimes para observação em SEM 
Após a preparação dos espécimes de acordo com os protocolos, estes foram 
aderidos a discos metálicos com fita de carbono de dupla face (NEM TAPE, Nisshin 
Em.Co, Ltd., Japão) e catalogados de acordo com o respetivo grupo (Figs.13 e 14). De 
12 
 
referir que os espécimes B1 (hígido) e B3 (HIM) não foram incluídos na observação e 
análise em SEM, devido a um erro laboratorial, que levou à aplicação excessiva de 




Fig. 13 – Espécimes do grupo A após 
aplicação do protocolo A 
Fig. 14 – Espécimes do grupo B após 
aplicação do protocolo B 
 
De seguida, os espécimes foram processados numa metalizadora com 
atmosfera de árgon e 200nm de ouro/paládio (Jeol JFC-1100E, nº de série 
SM333132-670, Tóquio, Japão) (Figs.15, 16, 17 e 18). 
 
  










Fig. 17 – Espécimes do grupo A após 
processamento na metalizadora 
Fig. 18 – Espécimes do grupo B após 
processamento na metalizadora 
 
6. Observação em SEM 
As superfícies dos espécimes foram examinadas com recurso ao microscópio 
eletrónico de varrimento (Hitachi S-450, nº de série 5333884, Tóquio, Japão) (Fig.19). 
Foram obtidas microfotografias de áreas representativas de cada espécime com 
ampliações de 50x, 2000x e 5000x. Todas as imagens foram obtidas com o software 
Espirit 1.8.2.2167 (Bruker, MA, EUA), tendo sido, posteriormente, analisadas e 
comparadas. De referir que nos espécimes de dentes afetados por HIM foram obtidas 
imagens das zonas das respetivas lesões de hipomineralização, nomeadamente, lesões 
amarelas no espécime A3 e brancas nos espécimes A4 e B4. 
 
 












1. Grupo A 











Fig. 20 – Fotografias de SEM de espécime hígido do grupo A 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) 5000x 
 
 
Nas imagens de SEM dos espécimes hígidos do grupo A foi possível identificar 
os prismas de esmalte rodeados pelos cristais da região interprismática. Estes cristais 
apresentaram uma direção diferente da dos prismas. A superfície apresentou-se, 
maioritariamente, isenta de detritos. As restantes imagens de SEM dos espécimes 
















Fig. 21 – Fotografias de SEM de espécime com HIM do grupo A 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) 5000x 
 
 
A superfície dos espécimes com HIM do grupo A apresentou-se semelhante à 
dos espécimes hígidos do mesmo grupo, contudo, com mais irregularidades e com um 
espaço maior entre os prismas de esmalte e a região interprismática. As restantes 








2. Grupo B 











Fig. 22 – Fotografias de SEM de espécime hígido do grupo B 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) 5000x 
 
Morfologicamente, o espécime hígido do grupo B exibiu uma superfície 
maioritariamente isenta de detritos, sendo possível identificar os prismas de esmalte 
rodeados pela região interprismática. Os cristais da região interprismática apresentaram-
se menos irregulares que os dos espécimes hígidos do grupo A. As imagens de SEM do 


















Fig. 23 – Fotografias de SEM de espécime com HIM do grupo B 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) 5000x 
 
A análise microscópica dos espécimes com HIM do grupo B revelou uma 
superfície maioritariamente isenta de detritos, sendo identificáveis os prismas de 
esmalte e a região interprismática. O espaço entre os prismas e a região interprismática 
apresentou-se maior que nos dentes hígidos do mesmo grupo. As imagens de SEM do 







A observação da superfície de esmalte em SEM pressupõe a ausência de 
quaisquer detritos que impeçam a visualização da sua morfologia e a manutenção de 
uma superfície intacta. A superfície do esmalte apresenta resíduos de matéria inorgânica 
e matéria orgânica, os quais podem ser removidos com recurso a substâncias 
desmineralizantes e desproteinizantes, respetivamente (Agarwal et al., 2015). 
A aplicação de ácido sobre o esmalte permite, maioritariamente, a sua 
desmineralização superficial, através da dissolução dos seus cristais (Cate, 1998). A sua 
ação é particularmente evidente nas extremidades dos mesmos, daí que haja uma maior 
suscetibilidade naqueles orientados perpendicularmente à superfície do esmalte (Cate, 
1998). Buonocure, em 1955, introduziu o condicionamento ácido, que consiste na 
criação de microrretenções na superfície dentária, através da dissolução seletiva dos 
seus cristais, sendo o ácido fosfórico a 35% uma das substâncias mais usadas em 
dentisteria adesiva (Bogra & Kaswan., 2003; Mazaheri et al., 2015; Nagar et al. 2015). 
Segundo Cehreli & Altay (2000), a aplicação de ácido fosfórico a 37% durante 60 
segundos permite a obtenção de uma superfície de esmalte rugosa. Assim, a sua 
aplicação em concentrações de 30-40% durante 60 segundos pode originar três padrões 
diferentes de desmineralização (Cate, 1998). O mais comum, tipo I, carateriza-se pela 
remoção preferencial das porções centrais dos bastões; o tipo II remove a periferia; o 
tipo III é irregular (Cate, 1998). Contudo, quando o objetivo é a observação da 
microestrutura do esmalte em SEM, estas concentrações poderão revelar-se demasiado 
elevadas, levando à excessiva desmineralização da superfície do esmalte, com remoção 
de estrutura dentária e impedindo a sua correta visualização. Tendo em vista a remoção 
apenas dos detritos existentes na superfície do esmalte, o ácido fosfórico revela-se 
potencialmente útil, contudo, torna-se necessária a utilização de concentrações mais 
baixas. 
Soluções de hipoclorito de sódio têm sido amplamente utilizadas em 
procedimentos dentários, nomeadamente, preparações endodônticas químio-mecânicas, 
remoção químio-mecânica de lesões de cárie em dentina e sistemas adesivos em dentina 
(Gowda & Mohan 2012). O hipoclorito de sódio a 5,25% permite a dissolução da 
matéria orgânica, através da desnaturação proteica (Trindade et al., 2013; Venezie et al., 
1994). O seu efeito baseia-se na ação dos iões cloreto sobre as proteínas, formando 
cloraminas, que são solúveis em água (Gowda & Mohan 2012). Além disso, a sua 
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aplicação prévia à do ácido fosfórico facilita o acesso do mesmo aos cristais de esmalte 
previamente revestidos por proteínas insolúveis em meio ácido (Trindade et al., 2013; 
Venezie et al., 1994). Têm sido realizados estudos para remoção dos componentes 
orgânicos em dentina com aplicação de hipoclorito de sódio em concentrações de 1-
10% durante 20-120 segundos (Gowda & Mohan 2012; Hassan et al., 2014). 
Com base na literatura existente, foi utilizado o ácido fosfórico a 10% como 
substância desmineralizante e o hipoclorito de sódio a 5,25% como substância 
desproteinizante. 
A profilaxia com escova de polimento a baixa rotação com pedra-pomes e água 
destilada é um método abrasivo físico que permite a remoção mecânica dos detritos 
(Ansari et al., 2004; Riviera-Prado et al., 2015). O banho ultrassónico permite, através 
da criação de cavitação no tanque, a eliminação de zonas mortas. Estes procedimentos 
prévios à aplicação dos protocolos favorecem a ação das substâncias usadas. 
Aquando da realização dos cortes, foram selecionadas as faces distais e mesiais 
dos dentes hígidos para observação em SEM, visto serem as mais planas. 
 
Grupo A (Protocolo A) versus Grupo B (Protocolo B) 
Em ambos os grupos A e B foi possível observar a morfologia do esmalte, sendo 
nitidamente identificáveis os prismas de esmalte rodeados pelos cristais da região 
interprismática, os quais apresentam uma direção diferente da dos prismas. As imagens 
obtidas são compatíveis com a aparência típica de “escama de peixe” descrita na 
literatura. A ausência quase total de resíduos permite inferir que os dois protocolos 
utilizados, assim como a profilaxia e banho de ultrassons prévios, foram eficazes na sua 
remoção. 
Nas imagens de SEM dos espécimes do grupo A verificou-se uma maior 
quantidade de irregularidades nos cristais da região interprismática, comparativamente 
às do grupo B. Depreende-se, assim, que ocorreu uma desmineralização mais extensa da 
superfície dos espécimes do grupo A, visto que as respetivas irregularidades refletem a 
dissolução seletiva dos cristais. Tendo em conta que a única variável entre os dois 
grupos foi o tempo de aplicação de ácido fosfórico, deduz-se que a desmineralização 
excessiva dos espécimes do grupo A resultou do tempo superior de aplicação da referida 
substância, comparativamente ao grupo B. Assim, depreende-se que o protocolo A, no 
qual o ácido fosfórico foi aplicado durante 30 segundos, é demasiadamente invasivo 
para a remoção dos resíduos, removendo, desnecessariamente, estrutura dentária. O 
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protocolo B, no qual o ácido fosfórico foi aplicado durante 20 segundos, apresenta uma 
maior eficácia, uma vez que cumpre o objetivo principal, sem remoção desnecessária de 
estrutura dentária. 
 
Dentes hígidos versus Dentes com HIM 
A eficácia de ambos os protocolos utilizados permitiu a análise da 
microestrutura do esmalte afetado de dentes com HIM, através da comparação com o 
esmalte de dentes hígidos, utilizados como controlo. 
Ao comparar as imagens de SEM dos espécimes de dentes hígidos do grupo A 
com os espécimes de dentes com HIM do mesmo grupo, verificou-se uma maior 
quantidade de irregularidades na superfície das lesões dos espécimes afetados por HIM. 
Além disso, o espaço entre os prismas e a região interprismática apresentou-se maior 
nos espécimes com HIM. O mesmo se infere quando se comparam as imagens de SEM 
dos espécimes de dentes hígidos do grupo B com os espécimes de dentes com HIM do 
mesmo grupo. As referidas comparações são viáveis ao estabelecimento de ilações, na 
medida em que são realizadas dentro dos mesmos grupos, onde os protocolos usados 
foram os mesmos. 
Assim, depreende-se que a superfície do esmalte das lesões de HIM se pode 
caracterizar por irregularidade e desorganização, associadas a uma menor quantidade de 
estrutura mineral, assim como uma suscetibilidade superior a procedimentos de 
remoção de resíduos e revelação da microestrutura do esmalte. As características 
morfológicas observadas poderão justificar as dificuldades e limitações verificadas nos 
dentes afetados por HIM. As referidas deduções são compatíveis com a literatura 
existente. Segundo Bozal et al., 2015, o esmalte afetado por lesões de HIM caracteriza-
se por apresentar menor concentração mineral, menor organização da estrutura 
cristalina, porosidade superior, teor superior de iões carbonato e uma menor razão de 
iões cálcio/fosfato, resultando em propriedades mecânicas inferiores às dos dentes 
hígidos. Além disso, o condicionamento do esmalte com ácido fosfórico atua de modo 
diferente em dentes com HIM, o que pode interferir com os mecanismos de adesão, 
produzindo um padrão de desmineralização incompatível com os requisitos de uma 
restauração com técnica adesiva eficaz (Bozal et al., 2015). 
De referir que as diferenças observadas em SEM entre dentes com HIM e dentes 
hígidos são menores do que aquelas que seriam de esperar, comparativamente às 




O desenvolvimento de um protocolo para remoção de resíduos da superfície do 
esmalte e revelação da sua microestrutura para observação em SEM manifestou-se útil 
para o estudo da morfologia do esmalte afetado por lesões de HIM e sua comparação 
com o esmalte de dentes hígidos. O conhecimento da microestrutura do esmalte afetado 
pela referida condição revela-se uma potencial etapa precursora para o estabelecimento 
de soluções que minimizem ou eliminem as consequências desvantajosas que advêm da 
HIM. Em particular, o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapêuticas 
adequadas aos dentes afetados. É de considerar a criação de técnicas adesivas que 
ultrapassem o insucesso verificado nas restaurações adesivas realizadas nos dentes com 
HIM. Salienta-se, ainda, a necessidade de mais estudos com CPP-ACP (Casein 
Phosphopepetide-Amorphous Calcium Phosphate). Este apresenta a capacidade de criar 
e estabilizar uma solução supersaturada em cálcio e fosfato, que se deposita na 
superfície do esmalte (Lygidakis, 2010). Tem sido empiricamente referido que a 
aplicação de pasta contendo CPP-ACP em ambulatório promove a selagem e a 
dessensibilização de dentes com HIM, atuando como uma fonte de cálcio e fosfato para 







A observação da superfície do esmalte em SEM requer a inexistência de 
resíduos na sua superfície. Assim, torna-se relevante o estabelecimento de um protocolo 
que os remova e revele a microestrutura do esmalte, sem que ocorra alteração da sua 
estrutura. O protocolo B, através da utilização de 2mL de hipoclorito de sódio 5,25% 
durante 60 segundos e de 2mL de ácido fosfórico 10% durante 20 segundos, revelou-se 
indicado para este fim, permitindo, assim, a análise da morfologia do esmalte com 
lesões de HIM.  
A superfície do esmalte afetado de dentes com HIM caracteriza-se por um maior 
grau de desorganização e irregularidade e menor quantidade de estrutura mineral, 
comparativamente ao esmalte de dentes hígidos. Além disso, apresenta uma 
suscetibilidade superior à ação dos procedimentos de remoção de resíduos e revelação 
da microestrutura do esmalte. 
O estudo do esmalte afetado por HIM pode revelar-se útil para o 
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Fig. A – Fotografias de SEM de espécime A1 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) e (e) 5000x 
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Fig. B – Fotografias de SEM de espécime A2 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) e (e) 5000x 
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Fig. C – Fotografias de SEM de espécime A3 
















Fig. D – Fotografias de SEM de espécime A4 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) e (e) 5000x 
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Fig. E – Fotografias de SEM de espécime B2 
















Fig. F – Fotografias de SEM de espécime B4 
(a) 50x; (b) e (c) 2000x; (d) e (e) 5000x 
 
 
 
 
 
